地中海贫血（地贫）是最常见的单基因遗传性疾病，部分地贫患者需行脾切除术[@b1]。然而，国外研究显示地贫患者切脾后栓塞事件（thromboembolic events，TEE）的发生率较未切脾患者显著增高[@b2]--[@b3]，提示地贫患者切脾后体内存在明显的血液高凝状态。多项研究表明其高凝状态机制与内皮活化损伤及凝血功能改变相关[@b4]--[@b5]。血管性血友病因子（VWF）是内皮活化损伤的特异性标志物，凝血酶抗凝血酶复合物（TAT）及凝血酶原片段1+2（F1+2）是反映凝血酶生成和活性增高的分子标志物，其增高有助于高凝状态的诊断。组织因子（TF）是目前最有效的内外源性凝血途径的天然启动因子，而组织因子途径抑制物（TFPI）是TF目前唯一的生理性拮抗物，循环血液中TF和TFPI水平保持平衡才能维持正常的血凝状态。目前，国内外关于地贫患者切脾前后血浆中TF、TFPI水平变化的研究报道极少，因此本研究我们从内皮及凝血机能方面着手，通过检测地贫患者切脾前后血浆中VWF、TAT、F1+2、TF、TFPI水平以及血小板计数分析地贫患者切脾后高凝状态机制，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：以2015年3月至2016年3月我院20例行脾切除术的地贫患者为研究对象，男14例，女6例，中位年龄12（8\~32）岁。患者切脾前4周内及切脾后6个月内未服用任何抗凝/抗血小板药物且无严重的心脑血管疾病，肝肾等器官原发性疾病，遗传性的血栓形成倾向及近期发生的外伤、手术等事件。以20名健康志愿者为正常对照组，男13名，女7名，中位年龄12.5（10\~29）岁。

2．主要仪器和试剂：高速低温离心机5810R为德国Eppendorf公司产品；标准规格酶标仪Thermo Multiskan MK3为美国Thermo Fisher公司产品；自动血液学分析仪Coulter LH 750型为美国Beckman Coulter公司产品；人VWF、TAT、F1+2、TF及TFPI酶联免疫试剂盒均由武汉CUSABIO公司提供。

3．标本采集和处理：地贫患者脾切除术前及术后1、3、6个月采集空腹静脉血8 ml。取2 ml EDTA抗凝，用于检测血常规；取2 ml枸橼酸钠抗凝，用于检测凝血四项；另取4 ml EDTA抗凝，1 000×*g*离心30 min，分离血浆，分装于1.5 ml EP管内，−80 °C冰箱冻存待测。

4．检测方法：血常规、凝血四项采用全自动血液分析仪完成；血浆中VWF、TAT、F1+2、TF及TFPI水平均采用ELISA法，严格按照试剂盒说明书进行操作。

5．统计学处理：用SPSS 20.0软件进行统计学分析，所有数据均以均数±标准差描述（符合正态分布）。病例组与对照组组间差异性比较用*t*检验，病例组不同时点差异性比较采用重复测量的方差分析（两两比较用Bonferroni法）。计量资料间的相关性分析采用Pearson相关分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床指标比较：切脾前后地贫患者一般临床指标与对照组比较结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。与对照组相比，切脾前地贫患者RBC、HGB、PLT、纤维蛋白原（FBG）显著降低，APTT、PT显著升高。地贫患者切脾后1、3、6个月HGB、FBG显著降低，PLT、APTT、PT显著升高。重复测量方差分析结果显示，与切脾前相比，切脾后1、3个月患者RBC、HGB、PLT均显著升高，切脾后6个月RBC、PLT、FBG均显著升高。切脾后1、3、6个月之间相互比较，所有临床指标差异均无统计学意义。

###### 脾切除前后地中海贫血患者与对照组一般临床指标的比较（*x*±*s*）

  组别           例数   RBC（×10^12^/L）   HGB（g/L）        PLT（×10^9^/L）     APTT（s）       PT（s）         FBG（g/L）
  -------------- ------ ------------------ ----------------- ------------------- --------------- --------------- ---------------
  正常对照组     20     4.51±0.33          129.77±7.60       245.44±51.43        33.53±2.05      10.86±0.51      4.02±0.73
  病例组         20                                                                                              
   切脾前               3.30±1.06^a^       76.87±21.56^a^    172.91±72.11^a^     37.10±5.63^a^   12.36±0.78^a^   2.87±0.87^a^
   切脾后1个月          4.24±0.81^b^       96.88±14.62^ab^   698.10±241.07^ab^   37.15±4.74^a^   12.18±0.81^a^   3.37±0.84^a^
   切脾后3个月          4.39±1.03^b^       94.06±13.45^ab^   688.97±252.9^ab^    35.19±2.76^a^   12.62±1.12^a^   3.32±0.81^a^
   切脾后6个月          4.33±1.07^b^       92.99±14.76^a^    734.48±229.32^ab^   35.87±3.35^a^   12.73±1.42^a^   3.58±0.97^ab^

注：^a^与正常对照组比较，*P*\<0.05；^b^与切脾前比较，*P*\<0.05

2．血浆中VWF、TAT、F1+2、TF、TFPI水平检测结果：与对照组相比，地贫患者切脾后6个月血浆中VWF、TAT、F1+2、TF、TFPI水平及TF/TFPI明显增高。将病例组不同时间点各参数进行重复测量的方差分析，结果显示：与切脾前相比，切脾后1个月血浆中VWF、TAT、F1+2和TFPI水平明显增高，切脾后3、6个月血浆中VWF、TAT、F1+2、TF及TFPI水平显著增高，差异有统计学意义；与切脾后1个月相比，切脾后6个月血浆中VWF与TF水平显著增高；与切脾后3个月相比，切脾后6个月血浆中TF/TFPI增高（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 脾切除前后地中海贫血患者与对照组内皮活化与凝血参数水平的比较（*x*±*s*）

  组别           例数   VWF（µg /L）        TAT（ng /L）         F1+2（µmol /L）   TF（ng /L）        TFPI（µg /L）    TF/TFPI
  -------------- ------ ------------------- -------------------- ----------------- ------------------ ---------------- ---------------
  正常对照组     20     108.11±30.65        1012.59±221.00       0.53±0.12         51.52±12.33        13.54±3.29       3.81±0.02
  病例组         20                                                                                                    
   切脾前               88.39±37.12         905.02±351.31        0.48±0.17         49.50±26.96        12.08±4.09       3.99±1.32
   切脾后1个月          104.25±39.71^b^     1086.06±381.34^b^    0.56±0.19^b^      52.53±16.82        14.14±4.89^b^    3.81±0.49
   切脾后3个月          116.54±38.24^b^     1171.10±362.74^b^    0.60±0.19^b^      58.40±18.90^b^     15.56±5.34^b^    3.78±0.33
   切脾后6个月          133.30±41.93^abc^   1303.75±406.37^ab^   0.68±0.22^ab^     67.11±22.85^abc^   17.10±6.70^ab^   4.02±0.43^ad^

注：VWF：血管性血友病因子；TAT：凝血酶抗凝血酶复合物；F1+2：凝血酶原片段1+2；TF：组织因子；TFPI：组织因子途径抑制物。^a^与对照组比较，*P*\<0.05；^b^与切脾前比较，*P*\<0.05；^c^与切脾后1个月比较，*P*\<0.05；^d^与切脾后3个月比较，*P*\<0.05

3．病例组切脾前后不同时点TF、TFPI与其他参数之间的相关性分析：Pearson相关分析结果显示，病例组切脾前及切脾后不同时点血浆中TF与TFPI水平均呈正相关；TF和TFPI水平分别与VWF、TAT和F1+2水平均呈正相关，与PLT均无显著相关性（[表3](#t03){ref-type="table"}、[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 20例地中海贫血患者切脾前后不同时点TF与各参数的相关性分析

  不同时点TF    PLT      VWF     TAT     F1+2      TFPI                                        
  ------------- -------- ------- ------- --------- ------- --------- ------- --------- ------- ---------
  切脾前        0.014    0.952   0.832   \<0.001   0.703   \<0.001   0.836   \<0.001   0.732   \<0.001
  切脾后1个月   0.204    0.952   0.972   \<0.001   0.917   \<0.001   0.983   \<0.001   0.928   \<0.001
  切脾后3个月   −0.207   0.382   0.921   \<0.001   0.935   \<0.001   0.954   \<0.001   0.982   \<0.001
  切脾后6个月   −0.110   0.612   0.951   \<0.001   0.925   \<0.001   0.949   \<0.001   0.981   \<0.001

注：TF：组织因子；VWF：血管性血友病因子；TAT：凝血酶抗凝血酶复合物；F1+2：凝血酶原片段1+2；TFPI：组织因子途径抑制物

###### 20例地中海贫血患者切脾前后不同时点TFPI与各参数的相关性分析

  不同时点TFPI   PLT      VWF     TAT     F1+2                                
  -------------- -------- ------- ------- --------- ------- --------- ------- ---------
  切脾前         0.342    0.140   0.928   \<0.001   0.884   \<0.001   0.910   \<0.001
  切脾后1个月    0.113    0.636   0.935   \<0.001   0.978   \<0.001   0.967   \<0.001
  切脾后3个月    0.267    0.256   0.936   \<0.001   0.926   \<0.001   0.941   \<0.001
  切脾后6个月    −0.130   0.584   0.939   \<0.001   0.925   \<0.001   0.912   \<0.001

注：TFPI：组织因子途径抑制物；VWF：血管性血友病因子；TAT：凝血酶抗凝血酶复合物；F1+2：凝血酶原片段1+2；

讨论 {#s3}
====

地贫主要是由于珠蛋白基因缺失或突变导致α和β珠蛋白肽链缺如或合成不足而引起的遗传性溶血性贫血病[@b6]。无效红细胞生成、慢性贫血/溶血及铁过载为地贫发生发展的主要机制，正是这些机制联合作用，导致地贫并发症较多，其中所引发的TEE逐步受到重视，尤其切脾的地贫患者TEE发生率显著增高[@b7]。血栓栓塞性疾病的发生或反复出现提示了地贫患者特别是切脾后的地贫患者体内长期处于慢性血液高凝状态。国外很多研究也证实其高凝状态机制与多种因素的存在相关，其中血小板因素、内皮的活化及凝血因素的改变也起着重要的作用。

因脾大或脾亢引起的血小板减少，往往是由于血小板在脾内滞留和破坏所致。当脾切除后破坏场所消失，血小板会在短时间急剧增多，绝大部分会在术后1\~2各月内恢复正常，但本组患者切脾后1、3甚至6个月PLT均高于正常对照组及切脾前水平，提示切脾后地贫患者PLT持久性升高。Cappellini等[@b8]研究表明地贫患者切脾后血小板增多是血栓形成的重要危险因素，并认为切脾后血小板聚集活化增加也易导致血栓栓塞。

血栓形成前即处于高凝状态时，一些早期能够敏感反映凝血异常的分子标志物可作为地贫患者血栓栓塞的危险标志。其中TAT及F1+2是两种具有代表性的反映凝血酶生成和活性增高的分子标志物。Atichartakarn等[@b9]及Angchaisuksiri等[@b10]报道地贫患者切脾后血浆TAT及F1+2水平较正常组及未切脾地贫组明显增高。本研究中我们发现地贫患者切脾后TAT及F1+2水平增高，与文献[@b9]--[@b10]报道一致。

地贫患者内皮细胞有明显的改变，主要表达和分泌黏附分子、与红细胞的黏附增加等，在高凝状态的机制中起重要作用[@b11]。作为血管内皮受损的标志物VWF在人体止血过程发挥着重要作用。若因组织损伤导致血管重度受损，VWF过度表达时，血液处于高凝状态，极易导致血栓形成。国外有研究证实地贫患者内皮细胞及血浆VWF水平较正常对照组明显升高，切脾后升高尤为显著[@b12]。Bensons等[@b13]的研究中也提到切脾后β地贫患者VWF水平明显高于未切脾患者，这可能是因为受损的内皮细胞持续分泌大量VWF并黏附到血小板表面，从而易于被脾脏清除。本研究中我们也发现切脾后不同时间点血浆VWF水平均较正常对照组及切脾前明显升高，提示切脾后内皮活化损伤明显。

TF又称凝血因子Ⅲ，为目前最有效的内外源性凝血途径的天然启动因子。正常情况下，血管内皮细胞和外周血细胞中无法检测到TF，而组织损伤时由于细胞表面作为血浆丝氨酸蛋白酶辅因子的TF暴露，血液内的凝血系统在局部被激活而引起凝血，当TF与凝血因子Ⅶ（FⅦ）结合后，便可变构激活FⅦ，形成TF-FⅦa复合物，通过激活FⅩ和FⅪ，活化FⅩa，将凝血酶原激活成凝血酶，最终形成交联纤维蛋白，导致血栓形成[@b14]。然而，作为TF目前唯一的生理性拮抗物TFPI，是血液中存在的天然抗凝物质，主要作用于依赖TF的外源性凝血途径，对体内凝血系统有重要的调节作用[@b15]。同TF相似，TFPI亦不存在血浆中，且在内皮细胞活化损伤时释放增加。本研究中我们发现地贫患者切脾后6个月血浆TF、TFPI水平较对照组明显升高，切脾后3、6个月血浆TF、TFPI水平均较切脾前明显升高，提示地贫患者切脾后血管内皮细胞可能广泛受损。人体中，TF/TFPI在一定程度上反映机体凝血与抗凝作用是否平衡，本研究中我们发现地贫患者切脾后6个月时，TF/TFPI较对照组明显升高，说明虽然血浆中TF、TFPI均升高，但TF升高幅度较TFPI大，导致TF/TFPI增大，提示可能不仅有失衡的现象，且往促凝倾向发展，TEE发生的风险极高。本研究结果还显示TF不仅与TFPI相关，还与其他凝血标志物之间均呈正相关，说明TFPI的高表达可能无法抗衡由TF介导触发的凝血反应。

因此，在临床上除了检测常规指标，动态监测血浆中TF及TFPI水平可为地贫患者切脾后行抗凝治疗防治血栓形成提供新的思路。
